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ABSTRAK 
 
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh lama thawing yang berbeda pada suhu 250C 
untuk mendapatkan kualitas spermatozoa semen beku sapi ongole yang optimal. Penelitian dilakukan di 
Laboratorium Fakultas Peternakan Universitas Kanjuruhan Malang. Metode Penelitian yang digunakan 
adalah metode percobaan dengan menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) Faktorial. Setiap 
perlakuan thawing diberikan ulangan sebanyak 10 sampel semen beku sapi ongole. Hasil penelitian 
menunjukkan bahwa perlakuan dengan lama thawing 7, 15, 30 detik pada suhu 25oC memberikan 
perbedaan pengaruh yang sangat nyata (p<0.01) pada motilitas, viabilitas dan abnormalitas spermatozoa 
semen beku sapi ongole. Motilitas tertinggi diperoleh pada perlakuan P3 dengan rata-rata sebesar 40,8%, 
viabilitas tertinggi diperoleh pada perlakuan P3 dengan rata-rata sebesar 82,39%, sedangkan 
abnormalitas terendah diperoleh pada perlakuan P3 dengan rata-rata sebesar 11,95%. Berdasarkan 
penelitian ini maka dapat disimpulkan bahwa thawing pada suhu 25oC dengan lama waktu 30 detik 
memberikan kualitas spermatozoa yang paling baik sehingga disarankan untuk melakukan thawing pada 
suhu 25oC dengan lama waktu 30 detik. 
Kata kunci: abnormalias, mortalitas, ongole, thawing, viabilitas 
ABSTRACT 
This study aims to determine the effect of different thawing time at 250C to get the sperm quality 
of frozen semen ongole bull. Research conducted at the Laboratory of Animal Husbandry Faculty 
Kanjuruhan University of Malang. The method of study by using Completely Randomized Design 
(CRD) factorial. Any treatment given repeated thawing of frozen samples of 10 times. The study show 
that treatment with time thawing 7 (P1), 15 (P2), 30 (P3) seconds at 25oC gives a very significant 
difference (P<0.01) on motility, viability and abnormalities of ongole Bull sperm. The highest motility 
and viability were obtained at P3 (40,8%) and (82,39%), while the lowest abnormalities obtained on P3 
(11,95%). Based on this research it can be concluded that thawing at 25oC with 30 seconds to give the 
best quality sperm that is recommended for thawing. 
Keywords: abnormality, motility, ongole, thawing, viability 
PENDAHULUAN 
Sapi PO (peranakan ongole) merupakan 
salah satu jenis sapi yang paling banyak dicari di 
pasaran. Harganya yang relatif murah, mudah 
perawatannya sekaligus mudah untuk dijual 
kembali. Bobot hidup bervariasi mulai 200 kg 
hingga mencapai 450 kg. Sapi PO adalah bangsa 
sapi hasil persilangan antara pejantan sapi sumba 
ongole (SO) dengan sapi betina lokal di Jawa 
yang berwarna putih. Saat ini sapi PO yang 
murni mulai sulit ditemukan, karena telah 
banyak disilangkan dengan sapi brahman, 
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sehingga sapi PO diartikan sebagai sapi lokal 
berwarna putih (keabu-abuan) dan gelambir. 
Sapi PO terkenal sebagai sapi pedaging dan sapi 
pekerja, mempunyai kemampuan adaptasi yang 
tinggi terhadap perbedaan kondisi lingkungan, 
memiliki tenaga yang kuat dan aktivitas 
reproduksi induknya cepat kembali normal 
setelah beranak, jantannya memiliki kualitas 
semen yang baik. Sehingga akan lebih baik 
apabila dikembangbiakkan dengan teknologi 
inseminasi buatan (IB) untuk memenuhi 
permintaan pasar dengan cepat. 
IB merupakan suatu teknik yang praktis 
dan efisien untuk perkembangbiakan ternak 
terutama memanfaatkan pejantan-pejantan 
unggul. Keberhasilan IB juga tidak lepas dari 3 
faktor yaitu kondisi ternak, keterampilan 
inseminator, dan kualitas semen yang 
digunakan. Kualitas semen ini meliputi volume, 
warna, konsistensi, pH, motilitas massa, 
motilitas individu, persentase hidup, 
konsentrasi, dan abnormalitas (Kusumawati et 
al., 2017). Kualitas semen ini dipengaruhi oleh 
serangkaian proses sebelumnya mulai dari 
penampungan semen, metode pengenceran, 
proses pembekuan (freezing), hingga proses 
pencairan kembali semen beku (thawing). 
Thawing adalah melelehkan atau 
mencairkan kembali semen yang telah 
dibekukan. Menurut Hafez & Hafez (2008) salah 
satu keberhasilan kebuntingan sapi induk yang 
diinseminasi (kawin suntik) selain kualitas 
semen adalah faktor thawing dan waktu IB. Cara 
thawing berbeda-beda tergantung pada jenis 
semennya. Thawing dilakukan untuk 
mengetahui kualitas spermatozoa setelah 
dibekukan yang dilakukan pada air bersuhu 37oC 
selama 30 detik menunjukkan hasil terbaik 
(motilitas 45,5%, viabilitas 75,65%) 
dibandingkan lama thawing 7 dan 15 detik  
(Kusumawati et al., 2016). Thawing juga 
dilakukan pada suhu 37-38oC selama 7 detik 
(Zenichiro et al., 2002). Thawing  juga dapat 
dilakukan pada suhu 37oC selama 45 detik (Ax 
et al., 2008). Sedangkan menurut Hopkins and 
Evans (2003) menyatakan bahwa thawing dapat 
dilakukan menggunakan air suhu 35oC selama 
30-60 detik. Berdasarkan berbagai pendapat 
tersebut maka perlu diketahui pengaruh lama 
thawing yang berbeda antara 7, 15, dan 30 detik 
pada suhu 25oC terhadap kualitas semen beku 
sapi ongole. 
MATERI DAN METODE 
Tempat Penelitian 
Penelitian dilakukan di Laboratorium 
Fakultas Peternakan Universitas Kanjuruhan 
Malang.  
Materi Penelitian 
Materi penelitian yang digunakan adalah 
semen beku sapi ongole yang didapatkan dari 
Balai Besar Inseminasi Buatan (BIB) Singosari 
Kabupaten Malang. 
Alat dan Bahan 
Alat-alat yang digunakan meliputi 
mikroskop cahaya, obyek glass, cover glass, ose,  
thermometer, stop watch, water bath, 
handcounter. Bahan-bahan yang digunakan 
yaitu  semen beku sapi ongole, larutan eosin-
negrosin. 
Metode Penelitian 
Metode Penelitian yang digunakan adalah 
metode percobaan menggunakan rancangan 
acak lengkap dengan perlakuan thawing 7 detik, 
15 detik, dan 30 detik pada suhu 25oC, setiap 
perlakuan diulangan sebanyak 10 kali.  
Variabel  
Variabel yang diamati yaitu motilitas, 
viabilitas, dan abnormalitas spermatozoa. 
Prosedur Percobaan 
Semen Beku di-thawing menggunakan air 
dengan suhu 250C selama 7, 15, dan 30 detik. 
Pemeriksaan semen dilakukan segera setelah 
dilakukan thawing. Hal ini disebabkan karena 
semen cukup rentan dengan kondisi luar misal 
suhu dan cahaya matahari. Kualitas semen yang 
diamati adalah: (a) motilitas individu 
spermatozoa, pengamatan motilitas individu 
diamati dengan cara meneteskan satu tetes 
semen di object glass kemudian ditutup  dengan 
cover glass. Pengamatan di bawah mikroskop 
dengan pembesaran 400 kali. (b) Persentase 
hidup (viabilitas spermatozoa), persentase hidup 
diamati dengan pewarnaan eosin-negrosin. 
Semen diteteskan pada obyek glass dan ditetesi 
dengan eosin-negrosin. Setelah dihomogenkan 
diusap dengan menggunakan cover glass dengan 
posisi 30o terhadap sumbu horisontal. Obyek 
glass diamati dibawah mikroskop dengan 
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pembesaran 400 kali. Spermatozoa yang terang 
dianggap hidup dan yang berwarna merah gelap 
dianggap mati. Jumlah spermatozoa yang hidup 
dihitung dari 200 pengamatan sel spermatozoa, 
hasilnya dinyatakan dalam persen. (c) Persentase 
spermatozoa abnormal, preparat untuk 
pengamatan abnormalitas seperti preparat 
pengamatan hidup-mati yang diamati bentuk 
morfologinya. Jumlah spermatozoa abnormal 
dihitung dari 200 sel spermatozoa, dan hasilnya 
dinyatakan dalam persen. 
Analisa Data 
Data yang diperoleh dianalisis 
menggunakan analisis varian. Apabila perlakuan 
memberikan pengaruh maka dilanjutkan dengan 
uji beda nyata terkecil. 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Persentase Motilitas Spermatozoa  
Hasil analisis data menunjukkan bahwa 
semakin lama waktu thawing maka persentase 
motilitas semen beku sapi Ongole semakin 
meningkat dimana Perlakuan 3 (thawing 
menggunakan air dengan suhu 250C selama 30 
detik) memberikan motilitas dan viabilitas 
spermatozoa semen beku yang lebih baik 
daripada perlakuan 2 (thawing menggunakan air 
dengan suhu 25oC selama 15 detik) dan 
perlakuan 1 (thawing menggunakan air dengan 
suhu 25oC selama 7 detik).   Rata-rata nilai 
persentase motilitas spermatozoa terdapat pada 
Tabel 1. 
Tabel 1.  Pengaruh lama thawing terhadap motilitas spermatozoa semen beku sapi Ongole. 
Perlakuan Motilitas (%) Viabilitas (%) Abnormalitas (%) 
P1 (25oC, 7’) 26,3±0,31a 67,45±0,12a 38,39±0,21 
P2 (25oC, 15’) 32,9±0,21b 70,16±0,11b 22,66±0,11b 
P3 (25oC, 30’) 40,8±0,26c 82,39±0,09c 11,95±0,09a 
Keterangan: Notasi yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan pengaruh yang sangat nyata (P<0,01) 
 
Persentase motilitas spermatozoa tertinggi pada 
spermatozoa semen beku sapi ongole yang di-
thawing pada suhu 25oC selama 30 detik (P3) 
sebesar 40,8 %. Hal ini disebabkan pada suhu 
dan waktu tersebut spermatozoa telah mencapai 
kondisi yang optimum. Persentase motilitas (P3) 
tergolong sudah memenuhi persyaratan minimal 
yang digunakan dalam program IB yaitu harus 
memiliki persentase spermatozoa motil 
minimum 40 % (Hafez & Hafez, 2008). 
Persentase motilitas terendah pada semen beku 
sapi ongole yang di-thawing pada suhu 25oC 
selama 7 detik (P1) sebesar 26,3%. Rendahnya 
persentase motilitas P1 diduga disebabkan 
karena spermatozoa mulai mengalami 
penurunan energi yang tersimpan untuk 
melakukan aktivitas motilitas (Pineda, 2003). 
Sebagaimana dijelaskan oleh Ax et al. (2008) 
bahwa motilitas dipengaruhi oleh penyimpanan 
energi (ATP), umur sperma, maturasi sperma, 
agen aktif, biofisik, dan fisiologik, cairan 
suspensi dan adanya rangsangan atau hambatan.    
Penurunan motilitas ini diduga disebabkan 
proses metabolisme yang menyebabkan 
perubahan pada sifat-sifat fisiologis sehingga 
terjadinya penurunan persediaan energi pada 
spermatozoa. Hal ini sesuai dengan pendapat 
Kusumawati et al. (2015)  bahwa selama proses 
metabolisme spermatozoa berlangsung 
menyebabkan persediaan energi (yang diperoleh 
dari penambahan larutan pengencer) semakin 
lama akan semakin berkurang yang 
mengakibatkan motilitas spermatozoa semakin 
lama akan semakin menurun. 
Tabel 1. menunjukkan bahwa semakin 
lama waktu thawing maka persentase hidup 
spermatozoa sapi ongole semakin meningkat 
dimana P3 (thawing menggunakan air dengan 
suhu 25oC selama 30 detik) memberikan 
persentase hidup spermatozoa semen beku yang 
lebih baik daripada P2 (thawing menggunakan 
air dengan suhu 25oC selama 15 detik) dan P1 
(thawing menggunakan air dengan suhu 25oC 
selama 7 detik).  
Persentase spermatozoa hidup tertinggi 
pada penelitian ini yaitu semen yang di-thawing 
pada suhu 25oC selama 30 detik (P3) sebesar 
82,39%. Hal ini disebabkan pada kondisi 
tersebut spermatozoa telah mencapai fase hidup 
yang optimum. Menurut Hafez & Hafez (2008) 
faktor-faktor yang mempengaruhi persentase 
spermatozoa hidup pada semen beku sapi yaitu 
faktor lama thawing yang berasosiasi positif 
terhadap persentase spermatozoa hidup dimana 
lama thawing 30 detik memberikan hasil yang 
terbaik.  
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Persentase spermatozoa hidup terendah 
yaitu semen yang di-thawing pada suhu 25oC 
selama 7 detik (P1) sebesar 67,45%. Rendahnya 
persentase ini diduga dikarenakan belum semua 
semen beku mencair karena waktu yang terlalu 
singkat dengan suhu yang rendah. Sifat semen 
beku yang sangat labil mengakibatkan kondisi 
membran spermatozoa yang memiliki tingkat 
kerentanan yang cukup tinggi. Fluktuasi 
temperatur meskipun kecil dapat merusak 
spermatozoa yang sangat rentan dan labil 
terhadap perubahan temperatur yang sangat 
ekstrim. Selanjutnya Hafez & Hafez (2008) 
apabila straw terpapar pada temperatur yang ada 
di sekitar mulut kontainer selama 10-20 detik 
dapat menyebabkan kerusakan dan kematian 
spermatozoa.  
Menurut Hafez & Hafez (2008) bahwa 
proses pembekuan semen akan mengakibatkann 
kematian spermatozoa mencapai 30% dari 
jumlah spermatozoa segar atau setelah 
diencerkan dan kerusakan akibat pengaruh 
pendinginan. Hal ini sesuai dengan pernyataan 
Pineda (2003) yaitu  tiga faktor utama penyebab 
kerusakan sel selama proses kriopreservasi, 
yaitu (1) kerusakan mekanik akibat 
pembentukan kristal-kristal es yang dapat 
mempengaruhi struktur sel pada organel 
sitoplasma atau pecah karena ekspansi es; (2) 
adanya dehidrasi dari suspensi media baik intra 
maupun ekstra seluler sehingga konsentrasi 
larutan menjadi toksik dan letal; (3) perubahan 
fisik kimiawi diantaranya prepitasi, denaturasi, 
koagulasi dari protein, disosiasi ion dan 
kehilangan sifat-sifat absorbsi atau sifat-sifat 
pengikatan air.  Persentase abnormalitas (Tabel 
1) menunjukkan pengaruh yang sangat nyata 
(P<0,01). Hal ini menunjukkan bahwa semakin 
lama waktu thawing pada suhu 25oC semen beku 
sapi Ongole maka abnormalitas spermatozoa 
semakin rendah. Abnormalitas semen beku yang 
dithawing pada suhu 25oC selama 7 detik (P1) 
cenderung lebih tinggi dibandingkan dengan 
perlakuan P2 dan P3. Persentase abnormalitas 
terendah diperoleh pada thawing dengan suhu 
25oC selama 30 detik (P3) sebesar 11,95 %. Nilai 
ini menunjukkan hasil yang sedikit lebih tinggi 
dari penelitian Hafez & Hafez (2008) bahwa 
semen sapi yang fertil secara normal tidak boleh 
memiliki spermatozoa abnormal lebih dari 20 %. 
Spermatozoa abnormal melewati 20% 
menunjukkan adanya infertilitas atau ketidak 
suburan pejantan.  
Semen beku dengan suhu thawing  25oC 
selama 7 detik (P1) menunjukkan persentase 
abnormalitas tertinggi sebesar 38,39%. Dari 
hasil ini menunjukkan bahwa (P1) sudah tidak 
dapat digunakan untuk IB, hal ini kemungkinan 
disebabkan oleh proses thawing yang belum 
maksimal waktunya dengan suhu 25oC sehingga 
menyebabkan tingginya abnormalitas. Pada 
penelitian ini abnormalitas spermatozoa yang 
ditemukan lebih banyak merupakan 
abnormalitas sekunder yang memiliki ciri-ciri 
yaitu kepala terpisah dengan ekor, bagian tengah 
patah, ekor patah dan menggulung. 
Abnormalitas sekunder terjadi disebabkan antara 
lain oleh proses distribusi yang menyebabkan 
terjadinya pengocokan keras dalam tabung 
penyimpanan, cold shock, dan proses pemanasan 
yang terlalu lama.  
KESIMPULAN 
Lama thawing 7, 15, 30 detik pada suhu 
25oC memberikan pengaruh yang sangat nyata 
pada motilitas, viabilitas, dan abnormalitas 
spermatozoa semen beku sapi ongole. Motilitas 
dan viabilitas tertinggi diperoleh pada perlakuan 
lama thawing 30 detik.  
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